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@ Verfahren zur Bestimmung der Phagozytose- und/oder Killingfahigkeit 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Phagozytose- und/oder Killingfahigkeit von phagozytieren- 
den Zellsystemen wte Granulozyten, Monozyten oder Makro- 
phagen (Phagozyten), wobei Phagozyten mit einer defmier- 
ten Menge von mit Fluoreszenz-Farbstoff markierten Mikro- 
organismen versetzt (Probe) und die so hergestellte Probe zu 
einer definierten Menge Glucose enthaitendes gepuffertes 
Nahrmedium gegeben wird. 

Anschliefcend wird in an und fur sich bekannter Weise 
inkubiert, und die Phagozytose und das Killing werden durch 
Kuhlung und/oder eine Stoppldsung gestoppt 
Anschlie&end wird die Phagozytosefahlgkeit und/oder die 
Killingfahigkeit mtttets eines Fluoreszenz-Zytometers be- 
stimmt 
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Beschreibung 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
der Phagozytose- und/oder Killing- und/oder Burstfa- 
higkeit von Phagozyten und entsprechende Diagnose- 
kits zur Durchffihrung dieser Verfahren. 

Der Sauger-Organismus verfOgt zur Abwehr von ein- 
dringenden Mikroorganismen sowie zur Beseitigung 
von alten und beschadigten Zellen oder ZeiltrQmmern 
Uber Mechanismen zur Aufhahme und anschlieBenden 
AuflSsung dieser unerwunschten Bestandteile. Dabei 
werden zunachst die unerwunschten Bestandteile an der 
Oberflache der zur Phagozytose befahigten Zellen, im 
wesentlichen Granulozyten, Monozyten und Makro- 
phagen, im peripheren Blut oder Gewebe gebunden. 
Wenn diese zur Phagozytose spezialisierten Zellen den 
gebundenen Bestandteil als "fremcT erkennt, wird der 
Bestandteil von der Zelle umschlossen und anschlieBend 
abgetotet und abgebaut Die Aufnahme der Mikroorga- 
nismen in die Phagozyten wird dabei als. Phagozytose 
bezeichnet Zur Vernichtung entwickeln dabei die Pha- 
gozyten (wie vorstehend beschrieben, im wesentlichen 
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen) oxidative 
Stoffe, wie Peroxide (Burst), und weitere lytische Me- 
chanismen, wie niedriger pH-Wert, verschiedene Enzy- 
me, basische Polypeptide, urn die Mikroorganismen ab- 
zut5 ten (Killing). 

Verminderte Phagozytose- bzw. Killing- bzw. Burst- 
fahigkeit werden unter anderem bei angeborenen De- 
fekten, wie der chronischen granulomatdsen Erkran- 
kung (CGDX der Myeloperoxidase- Defizienz, dem Che- 
diak-Higashi-Syndrom (CHD) und bei dem Infektions- 
Syndrom (HIE) gefunden. Neben den angeborenen 
Krankheiten kdnnen Defekte erworben werden, wie 
dieses bei Diabetis, Blutvergiftung (Sepsis), Traumata, 
Alkoholismus, Nierenversagen und verschiedenen 
Stoffwechselstdrungen der Fall ist 

Fur die klinische Diagnostik ist es deshalb wichtig, bei 
Vorliegen einer Immunschwache festzustellen, inwie- 
weit die Fahigkeit der Phagozyten zur Phagozytose 
bzw. Burst bzw. zum Killing beeintrachtigt ist 

Verschiedene Substanzen, wie z. B. Antibiotika, Zyto- 
statika und Immunstimulantien sollen die Funkdon der 
phagozytierenden Zellsysteme beeinflussen. Mittels des 
vorliegenden Tests iaBt sich das Wirkungsspektrum der 
Medikamente auf Phagozytose, Burst und Killing ermit- 
teln. 

Aus der Literatur sind bisher verschiedene Verfahren 
bekanntgeworden, die eine Bestimmung der Phagozyto- 
se und des Burst ermoglichen, 

Aus der DE-OS 41 17 459 und den darin aufgefQhrten 
weiteren Literaturzitaten ist ein Bursttest bekannt Die- 
ser Bursttest wird so durchgefQhrt, daB eine Korperflus- 
sigkeit mit einer definierten Menge von einem Leukozy- 
tenstimulans verse tzt wird und anschlieBend eine Be- 
handlung mit einer inaktiven Fluoreszenzsubstrat-Vor- 
stufe durchgefQhrt wird Nach einer Lysierung der Ery- 
throzyten erfolgt eine Bestimmung der Fluoreszenz. 

Aus der EP 0 435 226 ist weiterhin ein Verfahren zur 
Bestimmung der Phagozytosefahigkeit bekannt Bei die- 
sem Verfahren wird eine Kdrperflussigkeit mit fluorens- 
zenzmarkierten Bakterien versetzt und die Phagozytose 
nach einer bestimmten Inkubationszeit und einem Ab- 
stoppen der Phagozytose nach Anfarben mit einem 
fluoreszierenden DNA-Farbstoff mittels eines Fiuores- 
zenz-Zytometers bestimmt 

Aus J. Clin. MicrobioL 1991, 29(9) S. 2013-2033, ist ein 
Verfahren zur Bestimmung des Killings bekannt Ein 



weiteres Verfahren ist in CA 97 (1982): 143021w be- 
schrieben. 

Es hat sich jedoch gezeigt, daB die Verfahren des 
Standes der Technik keine exakten und vor allem keine 
5 reproduzierbaren Ergebnisse liefern. 

Ausgehend hiervon, ist es die Aufgabe der vorliegen- 
den Erfindung, ein verbessertes Verfahren sowie ent- 
sprechende Diagnosekits zur DurchfQhrung des Verfah- 
rens zur Verfugung zu stellen, mit denen es mdglich ist, 
io einfacher, exakter und reproduzierbarer zu messen. 

Die Aufgabe wird hinsichtlich des Verfahrens durch 
die kennzeichnenden Merkmale des Anspruches 1 und 
des Anspruches 17 geldst, hinsichtlich der Diagnosekits 
durch die kennzeichnenden Merkmale der Anspruche 
is 21 bis 24. Die UnteransprQche zeigen vorteilhafte Wei- 
terbildungen auf. 

Mit diesem erfindungsgemaBen Verfahren steht nun 
eine universelle Methode zur Bestimmung der Phagozy- 
tose- und/oder der Burst- und/oder der Killingfahigkeit 
20 zur VerfQgung. Das Verfahren zeichnet sich besonders 
durch seine Einfachheit und seine exakten MeBergeb- 
nisse aus. Besonders zu erwahnen ist, daB mit der vorge- 
schlagenen Methode simultan die Phagozytose-, die 
Burst- und die Killingfahigkeit gemessen werden kdn- 
25 nen. 

Erfindungswesentlich bei dem vorgeschlagenen Ver- 
fahren ist, daB im Gegensatz zu der bisherigen Vorge- 
hensweise die Zellen zur Bestimmung der Phagozytose 
und/oder des Burst erst nach der Phagozytose mit Anti- 

30 kdrper markiert werden. Es hat sich namlich gezeigt, 
daB durch das Markieren mit Antikftrpern der Phagozy- 
toseprozeB angeregt wird, was sich somit ungunstig aus- 
wirkt, wenn die Markierung bereits am Beginn erfolgt 
AuBerdem werden durch die Antikdrpermarkierung 

35 verschiedene Waschvorgange erforderlich, die ebenfalls 
zur Phagozytenbeeintrachtigung fQhrea 

Bei den Verfahren des Standes der Technik erfolgt 
hingegen die Markierung der Phagozyten bereits im 
ersten Verfahrensschritt mit einem direkt fluoreszenz- 

40 markierten Antikdrper. Dagegen wird erfindungsge- 
maB so vorgegangen, daB zuerst nur eine Farbung der 
Mikroorganismen durchgefQhrt wird, und zwar in der 
Weise, daB ein nichttoxischer, nicht-pH-empfindlicher 
stabiler Farbstoff eingesetzt wird. 

45 Das Verfahren kann dabei mit verschiedenen Arten 
von Mikroorganismen ausgefuhrt werden. Besonders 
bevorzugt ist die Anwendung von Hefen, Pilzzellen und 
grampositiven sowie gramnegativen Bakterien als Zel- 
len. Ganz besonders bevorzugt ist die Verwendung von 

so Hefen, und hier insbesondere von Candida albicans. 
Wichtig ist, daB iebende Mikroorganismen eingesetzt 
werden. 

Die FIuoreszenz-Farbstoffe zum Anfarben der Mi- 
kroorganismen mOssen verschiedene Anforderungen 
55 erf Ollen: 



— Stabile Verbindung zwischen Farbstoff und Mi- 
kroorganismus; 

— der Farbstoff muB wahrend Phagozytose, Burst 
und Killing ausreichend stabil sein; 

— der Farbstoff darf weder die Funktion der Mi- 
kroorganismen noch der Phagozyten beeinflussen. 



60 



65 



Beispiele hierfQr sind: 

— Rhodamine 

— Thiazolorange 

— Sulforhodamine 
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^ — 5(6)C^boxy-2jKiichlorfluoresceindiacetat$uc- 
dnimidester 

— 5(6}C^boxyeosinKtiacetat-succinimidester 

— 5-Chlormethyleosin-diacetat 

— 5-Chlormethylfluorescein-diacetat 

— 5^6H((cWormethyl)benzoyl)aniino)-tetrarae- 

thylrhodamin 

— 8<:WorraethyM,4-difluor-l f 3A7-tetramethyl- 
4-bor-3a,4a-diaza-3- indacen 

— 5-Carboxy-fluorescein-diacetat-acetoxymethy- 

tester 

— 8- BrommethyI-4,4-difluor- 1 ,3,5,7-tetramethyl- 
4-bor-3a,4a-diaza-s-indacen 

— 2,7-bis-(2-carboxymethyl)-5-{6)carboxyfluores- 
cein-acetoxy-methylester 

— Tetramethyirhodamin. -rosamin 

— Tetramethylrhodaminmethyl(oder ethyl)ester, 
desgl TetramethylrosaminmethyI(oder ethyl)ester 

— 5,5',6,6'-TetrachJor« 1 , 1 ',33'- tetraethylbenzimkla- 
zolyl-carbocyanin-jodid 

— Merocyanin 

— Calcein-acetoxy-methylester. 

Die Auswahl des Farbstoffes hangt dabei davon ab, 
welche Mikroorganismen fflr den Test verwendet wer- 
den. Besonders bevorzugt ist es, bei Hefen Calcein-ace- 
toxymethylester als Farbstoff einzusetzen. Andere ge- 
eignete Farbstoffe sind bei Hefen und grampositiven 
Bakterien: 

5(6) Carboxy-2^7'-dichlorfluoresceiii-diacetat-succini- 
midester, 

5-Chlormethyleosin-diacetat 

Fflr gramnegative Bakterien eignen sich insbesondere 
Rhodamin, Sulforhodamin, Thiazolorange, 5(6)Carboxy- 
fluorescein-N-hydroxy-succinimidesten 

Es hat sich gezeigt daB ein weiterer erfindungswe- 
sentlicher Punkt des Verfahrens darin zu sehen ist, daB 
nach Versetzen der Mikroorganismen mit den Phagozy- 
ten die so erhaltene Probe mit einer speziell gepuff erten 
Nahrldsung versetzt wird (V erf ahrensschritt b). Diese 
verwendete Nahrldsung ist deshalb sehr wichtig, da 
wahrend der Phagozytose des Burst und des Killings die 
Granulozyten sehr viel Glucose und andere geldste 
Substanzen verbrauchen. Zudem ist ein ausreichendes 
Nahrstoffangebot entscheidend, daB es bei Hefen nicht 
zur Bildung von Pseudohyphen kommt die ansonsten 
nur durch Anti-Mykotika oder Antibiotika unterdrflckt 
werden kdnnten. Audi geringe Konzentrationen dieser 
Medikamente beeinflussen den Testablauf, da sie das 
Killing von Candida erleichtern. ErfindungsgemaB wird 
deshalb eine glucoseretche Nahrldsung verwendet Be- 
sonders bevorzugt wird hierbei ein RPMI-Nahrmedium 
der Firma SiGMA verwendet Das gepufferte Nahrme- 
dium wird dabei auf einen pH-Bereich von 7,2 bis 7,5 — 
bevorzugt von 7,4 bis 7J5 — bei 37° C eingestellt Der 
Glucoseanteil liegt dabei zwischen 0,4 und 20%, bevor- 
zugt bei 0,45%. 

Nach bevorzugten Ausfiihrungsformen wird weiter 
vorgeschlagen, beim Verfahrensschritt a) sowohl die 
Mikroorganismen als auch die Phagozyten mit ein em 
derartigen Puffer zu versetzen und anschlieBend die 
Phagozyten- und die Mikroorganismen-Konzentration 
zu bestimmen. 

ErfindungsgemaB ist es weiter bevorzugt, daB die In- 
kubationszeit (Verfahrensschritt c) 0 bis 120 min bei 30 
bis 40°C - bevorzugt bei 35 bis 38° C - betrSgt 

Das Abstoppen (Verfahrensschritt d) der Phagozyto- 
se wird erfindungsgemaB dadurch erreicht daB entwe- 



der eine EiskQhlung und/oder eine Stopplosung ver- 
wendet wird Bevorzugt ist es hierbei, eine Stopplosung 
unter gleichzeitiger Eiskflhlung einzusetzen. Es hat sich 
hierbei gezeigt daB es besonders guns tig ist, wenn 
5 N-Emylmaleinslureimid (NEM) verwendet wird. Da- 
durch wird erreicht, daB die Phagozytose abgestoppt 
wird, andererseits aber das Anheften der Antikdrper 
nicht beeintrachtigt wird. 
Die Bestimmung der Phagozytose erfolgt nun in der 
io Weise, daB nach Abstoppen der Probe diese mit einem 
direkt markierten Antikdrper versetzt wird Der Anti- 
kdrper kann entweder selbst mit einem Fluoreszenz- 
Farbstoff gekoppelt sein, oder es wird mit einem Fluo- 
reszenz-Farbstoff direkt markierten Antikdrper gear- 
is beitet 

Folgende Antikdrper sind geeignet: 
CD 13, CD 14, CD 15 oder CDw-65 (CD « cluster of 
differentiation), 
Als Farbstoff zum Koppeln sind kommerziell erhilt- 
20 lich; 

Fluorescein, Phycoerythrin, Tandemfarbstoffe und Te- 
xas Red 

Bevorzugt ist es dabei* wenn vor der Markierung eine 
Zentrifugation erfolgt 

2s AnschlieBend erfolgt die Bestimmung der Phagozyto- 
se mittels eines Fluoreszenz-DurchfluBzytometers nach 
einer an sich bekannten Verfahrensweise. 

Ein besonderer Vorteil des Verfahrens liegt darin, daB 
nicht nur die Phagozytose, sondern auch das Killing 

30 bestimmt werden kann. Dazu wird, ausgehend vom Ver- 
fahrensschritt d), d h. nach dem Abstoppen der Phago- 
zytose, eine Lysierung der Zellen durchgefOhrt und an- 
schlieBend eine Markierung mit einem membranimper- 
meablen Fluoreszenz-Farbstoff vorgenommen. Durch 

35 eine spezielle Lyselosung und ein aufeinander abge- 
stimmtes Verfahren von Inkubation bei 37° C und an- 
schlie&ender Zentrifugation konnte eine schonende Ly- 
sierung der Phagozyten erreicht werden. Die in der Li- 
teratur bekannten Detergentienldsungen oder bidestil- 

40 liertes Wasser ffihren insbesondere bei Hefen als Test- 
organismen zu nicht unbetrachtlichen Schadigungen 
der Mikroorganismen und damit zu unsicheren Resulta- 
ten. Die Verwendung eines membranimpermeablen 
Fluoreszenz- Farbstoffes mit hoher Reaktivitat zu Nu- 

45 kleinsauren empfiehlt eine sichere Detektion der abge- 
tdteten oder absterbenden Mikroorganismen. Phagozy- 
ten lysieren die Zelhvand der phagozytierten Mikroor- 
ganismea und damit kann der Farbstoff in die Zellen 
dringen. Es hat sich gezeigt, daB bei Markierung von 

50 lebenden Mikroorganismen mit einem membrangangi- 
gen Farbstoff bei Abtoten der Mikroorganismen (durch 
die Phagozyten) der Farbstoff nur langsam aus den Zel- 
len diffundiert Deshalb ist — wie in der Literatur be- 
schrieben — die Entfarbung der Mikroorganismen ein 

55 ungenugendes Kriterium zur Aussage uber die Killing- 
aktivit&t Anstelle der Lysierung kann auch eine Ultra- 
schallbehandlung durchgefOhrt werden. Auch hierbei ist 
es wieder bevorzugt, wenn nach der Lysierung eine 
Zentrifugation erfolgt Als Fluoreszenz-Farbstoffe zur 

60 Detektion des Killings sind besonders Thiazolium- oder 
Oxazolium-Verbindungen geeignet, insbesondere die 
folgenden: 
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— Acridin-homodimer (bis-(6-chioro-2-methoxy- 
9-acridinyl)spermin) 

— 9-Animo-6-chloro-2-methoxyacridin 

— EtWdium-acridin-hetenxlimer 

— Ethidium-bromid 
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jf— Ethidium-homodimer (z2.t homodimer-1 und 
" ' homdimer-2 erh&ltlich) 

— Ethidium-diazid 

— Ethidium-monoazid 

— Propidiumjodid 

— BenzothiazoUum-4Kjuinoliniuin-diiner 

— Benzoxazotium^quinoliiuum-dimer. 

Geeignet sind auch Farbstoffe, die Nuclein&uren an- 
farben. 

Die Bestimmung erfolgt analog der Phagozytose wie- 
der im DurchfluBzytometer. 

Das erfindungsgem&fie Verfahren kann nun so ange- 
wandt werden, dafi entweder ein Testansatz verwendet 
wird und nach Abstoppen der Ldsung dieser in Teilld- 
sungen auf geteilt wird* so dafi die Phagozytose und auch 
das Killing bestimmt werden kdnnen. Andererseits ist es 
aber genauso mdglich, separate Ansatze sowohl fQr die 
Phagozytose als auch das Killing durchzufOhren. 

Ganz besonders vorteilhaft bei dem vorgestellten 
Verfahren ist es, dafi nicht nur die Phagozytose und/ 
oder das Killing bestimmt werden kann, sondera durch 
geringfQgige Variation auch noch der Burst bestimmt 
werden kann (Patentanspruch 17). Dadurch ist es nun 
mdglich, die vorstehend beschriebenen Verfahren in der 
Weise abzuwandeln, dafi die Granulozyten im Verfah- 
rensschritt a), b) oder c) mit einer farblosen membran- 
gdngigen Substanz, die durch die nachfolgende Oxida- 
tion zu einem fluoreszierenden Farbstoff umgewandelt 
wird, behandelt wird Bevorzugte derartige Farbstoffe 
sind: 

— Dichlordihydrofluorescein 

— 2,7-Dichlordihydrofluorescein-diacetat-succini- 
midester 

— Dihydrorhodamin 

— Dihydroethidium 

— 2,7-Dichlordihydrofiuorescein-diacetat 

— Dihydrotetramethyirosamin 

— Dihydrofluoresceindiacetat 

— 5(6)<^boxy-2,7KHcMonlihydrofluoresceindia- 
cetat 

— 5(6)-C^boxy-27-dichloixlihydrofluoresceindia- 
cetat-bis(acetoxymethyl)ester 

— 4<)arboxydihydrotetramethylrosamin-succmi- 
midester. 

Somit ist es mdglich, mit einem Verfahren sowohl die 
Phagozytose- und/oder Burst- und/oder Killingfahig- 
keit zu bestimmea 

Das Verfahren kann aber weiter noch dahingehend 
abgewandelt werden, dafi anstatt der Phagozyten im 
Verfahrensschritt a) mit Vollblut oder aus Vollblut bzw. 
Gewebe gewonnenen phagozytisierenden Zellsystemen 
gearbeitet wird. Eine weitere Variationsmdglichkeit be- 
steht noch darin, dafi ein Quenchen in an sich bekannter 
Weise bei den Mikroorganismen vorgenommen wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist ein Reagentienkit zur Bestimmung der Phagozytose, 
des Killings und des Burst Ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung ist ein Reagentienkit zur Bestimmung der 
Phagozytose und/oder des Killings und/oder des Burst 
Der Reagentienkit zur Bestimmung der Phagozytose 
enth&lt bevorzugt — getrennt voneinander — lyophili- 
sierte Mikroorganismen, einen Farbstoff zur Markie- 
rung der Mikroorganismen, eine Puffersubstanz und ei- 
nen direkt markierten Antikorper zur Detektion der 
Phagozyten. Der Reagentienkit zur Bestimmung des 



35 



40 



45 



50 



55 



Killings enthalt entsprechend hyophilisierte Mikroorga- 
nismen, einen Farbstoff zur Markierung der Mikroorga- 
nismen, eine Puffersubstanz, eine Lyseldsung sowie ei- 
nen Farbstoff zur Einflrbung der toten Zellen. Der Re- 
5 agentienkit zur Bestimmung des Burst enthilt vorzugs- 
weise hyophilisierte Mikroorganismen, einen Farbstoff 
zur Markierung der Mikroorganismen, eine Puffersub- 
stanz, eine farblose membrangangige Substanz, die 
durch nachfolgende Oxidation zu einem fluoreszieren- 
io den Farbstoff umgewandelt wird, direkt markierte Anti- 
kdrper zur Detektion der Phagozyten. Der Reagentien- 
kit zur Bestimmung der Phagozytose und/oder des 
Burst und/oder des Killings enthalt vorzugsweise ty- 
ophilisierte Mikroorganismen, einen Farbstoff zur Mar- 
is kierung der Mikroorganismen, eine Puffersubstanz, eine 
farblose membrangangige Substanz, die durch nachfol- 
gende Oxidation zu einem fluoreszierenden Farbstoff 
umgewandelt wird, direkt markierte Antikorper zur De- 
tektion der Phagozyten, eine Lyseldsung. 
20 Bevorzugt ist es dabei, wenn die lyophilisierten Mi- 
kroorganismen eine Hefe, hier insbesondere Candida 
albicans ist Der Farbstoff zur Markierung der Mikroor- 
ganismen ist bevorzugt Cakeinacetoxymethylester. 
Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist weiterhin 
25 vorgesehen, dafi der Farbstoff zur Anf&rbung toter Zel- 
len Ethidium-homodimer- 1 und der Farbstoff zur Mes- 
sung der Burstaktivit&t Dihydroethidium ist Bevorzugt 
ist es weiterhin, wenn der Reagentienkit noch ein N&hr- 
medium enthalt Weitere Ausfuhrungsformen sehen vor, 
30 dafi der Reagentienkit zusatzlich eine Quenchldsung 
und/oder eine Ldsung zur Lyse der Erythrozyten fQr die 
VoUblutmethode enthalt 

Das vorstehend beschriebene Verfahren kann nun 
verschieden angewendet werden: 



1. Einwirkung von Substanzen auf Granulozyten/ 
Monozyten 

Mit der vorliegenden Testmethode kdnnen auBer 
dem Erkennen von best Krankheiten verschiedene 
Stoffe auf deren Einflufi auf die Phagozytose-, 
Burst- und Killingfahigkeit von Granulozyten, Ma- 
krophagen und/oder Monozyten getestet werden. 

2. Einwirkung von Substanzen auf Mikroorganis- 
men 

Aufierdem kann — durch Einwirken der zu unter- 
suchenden Stoffe auf Mikroorganismen — unter- 
sucht werden, ob durch eine Sch&digung der Mi- 
kroorganismen die Aktivitiit der Granulozyten/ 
Monozyten ge&odert wird. 

3. Einwirkung von Substanzen auf Granulozyten/ 
Monozyten und Mikroorganismen 

Durch die Zugabe der zu untersuchenden Substanz 
zum zellreichen Plasma wie zu den Mikroorganis- 
men kann der Substanzeinflufi als gemeinsamer Ef- 
fekt getestet werdea 



Zur praktischen Durchfuhrung der Tests von Sub- 
stanzeinflussen kann die im zellreichen Plasma und/oder 
im Testansatz vorliegende RPMl-Menge z. T. durch die 

60 zu untersuchende Ghemikalie ersetzt werden. Bei festen 
Substanzen empfiehlt sich eine Ldsung der Substanz in 
RPMI, das dann im Test verwendet werden kann. In 
vielen Fallen ist eine gesonderte Inkubation der Zellen 
mit den Teststoffen — vor dem Zusammengehen des 

65 zellreichen Plasma mit Mikororganismen — durchzu- 
fOhren. 

Ein Parallelansatz ohne die zu untersuchende Sub- 
stanz dient als Vergleichsmessung. 
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Weitere Merkmale, Einzelheiten und VorzQge der Er- 
findung ergeben sich aus der folgenden Beschreibung 
eines Ausfuhrungsbeispieles mit den Fig. 2 bis 4 sowie 
anhand der Fig. 1, die das Prinzip des Testes zeigt 

Fig. 1 zeigt schematisch den Ablauf des Testprinzips 
fur die Bestimmung der Phagozytose und/oder des Kil- 
lings anhand von Candida albicans als Mikroorganis- 
men. 

Fig. 2 bis 4 zeigen die Histogramme fOr die Phagozy- 
tose, den Burst und das Killing. 

Die Einzelheiten des Verfahrensablaufes sind in dem 
nachstehenden Ausfuhningsbeispiel detailliert erdrtert, 
das sich ebenf alls auf Candida albicans bezieht 

Herstellung von mit Calcein markierten Candida 

albicans Hefen 

Material: 

I. Candida albicans DSM 1386 (Deutsche Samm- 
lung fur Mikroorganismen) 

Z Calcein-AM (Molecular Probes, BestNr. C-3100) 

3. Dimethylsulfoxid (Sigma, BestNr. D-5879) 

4. Tryptic Soy Broth (Difco) 

5. KaHumchlorid (Sigma, BestNr. P-4504) 

6. Monokaliumphosphat anhydr. (Sigma, BestNr. 
P-5379) 

7. Natriumchlorid (Sigma, BestNr. S-7653) 

8. D-Glucose (Sigma, BestNr. G-7528) 

9. Humanes AB-Serum verschiedener Probanden 
(Sigma, BestNr. S-7148) 

10. Reagenzglaser l5ml(Schott) 

I I. Brutschrank (Heraeus) 

12. Zentrifuge (Heraeus, Sepatech, Megafuge 1,0) 

1 3. Vortex-Genie (Bender & Hobein) 

14. Thermomixer (Eppendorf, BestNr. 5436) 

15. ReagenzgefaBe (Eppendorf, BestNr. 3810, blau, 
1,5ml) 

16. zkhlkammer Neubauer improved (Bender & 
Hobein) 

1 7. Fluoreszenzmikroskop (Leitz) 

18. DurchfluBzytometer (Coulter, Profile II mit Po- 
wer Pack) 

19. RPMI-Nahrmedium (Sigma, BestNr. D-8005) 

20. NaHCCb (Sigma, BestNr. S-8875) 

21. Dimethylsulfoxid (Sigma, BestNr. D-8779) 

22. Zentrifuge (Heraeus, Biofuge 15) 

Hergestellte Ldsungen 

Nahrldsung: Tryptic-Soy-Broth 
30g Tryptic-Soy-Broth werden in einem Liter bidest 
Wasser geldst und zu je 10 ml auf Reagenzglaser mit 15 
ml Inhalt verteilt 

PBS-Glucose-Ldsung: (PBS-Glu-Ldsung) 

0,2 g Kaliumchlorid, 0,2 g Monokaliumphosphat, 4,5 g 
D-Glucose und 7,9 g Natriumchlorid werden in einem 
Liter bidest Wasser geldst; anschlieBend wird steriifil- 
triert (Filter: 02 urn), und die Ldsung wird im Kuhl- 
schrank aufbewahrt 

Calcein-AM 

Je 50 ug Clacein-AM werden in 35 ul Dimethylsulf- 
oxid geldst und bei -20°C eingefroren aufbewahrt Vor 
der Verwendung wird die Ldsung aufgetaut 
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RPMI-1640 



l,636g RPMI-1640 werden in 90ml bidest Wasser ge- 
ldst Dazu gibt man 0,2 g NaHCCb. Diese Ldsung wird 

5 bei 20° c mittels NaOH auf pH 7,4-7,5 eingestellt En 
Aliquot der Ldsung wird entnommen und auf 37° C er- 
warmt; der pH-Wert soil hier 7,2—7,4 betragen. Falls 
das nicht der Fall ist, wird die Ldsung bei 20°C entspre- 
chend geandert Die RPMM640-Ldsung wird auf 

to 100 ml aufgefOUt, anschlieBend sterilfiltriert (Filter: 
0,2 um) und ist f Or ca. 1 Woche im KOhlschrank haltbar. 

Farbung und Opsonierung der Hefenzellen 

15 Die lyophilisierten Mikroorganismen werden auf ei- 
ner Blutagar-Platte flber Nacht ausgestrichen und bei 
ca. 37°C angezuchtet Drei bis vier Candida-Kolonien 
davon werden in ein Reagenzglas mit 10 ml Nahr bouil- 
lon (Tryptic-Soy-Broth) Qberfuhrt und fur 10 Stunden 

20 bei 37° C in den Brutschrank gestellt AnschlieBend wird 
die so erhaltene Hefenkultur bei 500 x g, 3 Minuten (bei 
Zimmertemperatur) abzentrifugiert Der Ruckstand 
wird in 500 ul PBS-Glu-Ldsung aufgenommen und mit- 
tels Zahlkammer auf 1,5 x 10 s Zellen/ml in PBS-Glu-Lo- 

25 sung eingestellt Ein Milliliter der eingestellten Candida- 
Suspension wird mit 5 ul Calcein-AM versetzt und fur 
eine Stunde im Thermomixer bei 37° C und 1100 U/min 
geschuttelt Die Kontrolle der Farbung erfolgt im Fluo- 
reszenz- Mikroskop und im DurchfluBzytometer: im Mi- 

30 kroskop mussen die Zellen bei Blaulicht-Anregung in- 
tensiv grun geffirbt sein, und im DurchfluBzytometer 
muB eine deutliche Intensit&t in Fluoreszenz-1 zu mes- 
sen sein. AnschlieBend werden die Zellen dreimal in 
PBS-Glu-Ldsung gewaschen, urn QberflQssiges Calcein- 

35 AM zu entfernen. Hierzu werden die Zellen bei 500 x g 
fur 3 min bei Zimmertemperatur zentrifugiert; der 
Oberstand wird entfernt und der Ruckstand in 1ml PBS- 
Glu-Ldsung aufgenommen. Nach dem letzten Zentrifu- 
gieren werden die Zellen in 13 ml PBS-Glu-Ldsung auf- 

40 genommen und mit 200 ul Serum versetzt Diese Ld- 
sung wird auf zwei Eppendorf-Reagenzglaser verteilt 
und bei 37°C, 1 100 U/min, fur 15 Minuten im Thermo- 
mixer geschuttelt AnschlieBend wird das Serum durch 
Zentrifugieren bei 400 x g, 3 min bei Zimmertemperatur 

45 entfernt Jedes Zellpeilet wird mit 250 ul RPMI-1640 
Ldsung aufgeschwemrnt, und die Ldsungen werden zu- 
sammengegeben. 

Die Ermittlung der Hefenkonzentrationen erfolgt an- 
schlieBend in der Z&hlkammen 
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Aufbereitung des Blutes 



Materialien: 



1. Vetren 200(Promonto) 

Z Plastikrdhrchen 15ml, aus Polypropylen (Roth, 
Best Nr. 7933.1) 

3. Histopaque 1077 (Sigma, BestNr. 1077-1) 

4. Dihydroethidium (Sigma, BestNr. 7008) 

5. Thermomixer (Eppendorf, BestNr. 5436) 



Aufbereitung: 
Frisch entnommenes vendses Vollblut wird mit Vetren 
200 heparinisiert, wobei auf 10 ml Vollblut 500 ul Vetren 
65 200 genommen werden — dieses entspricht 5 IE Hepa- 
rin/ml Blut Das Blut wird im 15 ml-Rdhrchen grundlich 
mit dem Heparin durchgemischt, ohne daB es zur 
Schaumbildung kommt 
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Durchfflhrung des Tests 



Materialien: 



1. Thermomixer (Eppendorf BestNr. 5436) 

2. N-Emyl-Maleinsaureimid (Sigma, BestNr. 4640) 

3. Paraformaldehyd (Sigma, BestNr. P-6148) 

4. Antikdrper CD13-RPE (Dako, BestNr. R7 15) 

5. NaN 3 (Sigma, BestNr. S 2002) 

6. PBS-Glu-Ldsung 

7. Triton X-100 (Sigma, BestNr. X100) 

8. Poryoxyeroylensorbitan-Monolaurat (=Tween 
20; Sigma, BestNr. P1379) 

9. Ethidium-homodimer- 1 (Molecular Probes, 
BestNr. E-l 169) 

10. Kuhlzentrifuge (Hettich, Roto Silenta (K)) 

1 1. Vortex-Genie (Bender & Hobein) 

1 2. Reagenzrdhrchen aus Polypropylen 5,2ml 
(Roth, BestNr. 7948.1) 

Vorbereitung der erforderlichen Ldsungen 

N-Emyi- Mai einsa*ui^iniid- Ldsung: (NEM) 1.251 g 
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in die leeren Rdhrchen mit 15 ml Inhalt gibt man je 
"STnl Histopaque 1077 und uberschichtet vorsichtig mit 
je 2 ml des heparinisierten Vollblutes. Diese Ldsung 
wird unter Lichtschutz bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Innerhalb von 40 bis 45 Minuten setzen sich 
die Erythrozyten ab, und 900 uJ des zellreichen Plasma- 
uberstandes werden abgenommen. Dieser Oberstand 
wird sofort 1 : 1 mit RPMI-1640 gemischt und bis zur 
weiteren Verwendung auf Eis gestellt Im folgenden 
wird diese Suspension als ZRP bezeichnet (=• zellrei- 
ches Plasma). 

Markierung der Zellen mit Dihydroethidium 

1 ml ZRP wird mit 20 ui Dihydroethidium (100 ug/ml) 
versetzt und fur 10 min bei 37° C und llOOU/min im 
Thermomixer inkubiert Bis zur weiteren Verwendung 
wird die Zellsuspension fur mindestens 29 min auf Eis 
gestellt 

Mittels einer Zahlkammer erfolgt die Feststellung der 
Granulozyten/Monozyten-Konzentration in der Sus- 
pension. 

Einstellen der Hef ensuspension auf die gewunschte 

Konzentration 25 

Fur einen Testansatz, in dem Granulozyten/Monozy- 
ten Candida alb. im Verhalmis 1 : 1 vorliegen sollen, 
wird folgendermaBen vorgegangen: 

Die Candida-Suspension wird exakt auf die 1 Of ache 30 
Konzentration der Granulozyten/Monozyten-Suspen- 
sion eingestellt Im Test wird dann von der Hefen-Sus- 
pension nur 1/10 des ZRP bendtigt Dieses Vorgehen 
hat den Vorteil, dafl eine zu starke Verdfinnung der 
Granulozyten/Monozyten-Suspension vermieden wird. 35 

Rechenbeispiel: 
ZRP: ermittelte Konzentration an Granulozyten/Mo- 
nozyten 5 x 10 6 Zellen/ml 
Candida alb: 1,5 x 10* Zellen/mL 

Die Candida alb. Konzentration muB auf 5 x 10 7 Zel- 40 
len eingestellt werden: der Verdflnnungsfaktor fur die 
Candalb. Suspension betragt somit 3. Die Hefensuspen- 
sion wird mit RPMI-1640 auf die erforderliche Konzen- 
tration gebracht 



NEM wird in 100 ml PBS geldst Diese Ldsung wird 
poruonsweise bei — 20° C aufbewahrt Vor dem Ge- 
brauch wird die eingefrorene Ldsung aufgetaut und im 
Verhaltnis 1 : 10 mit PBS-Glu-Ldsung verdQnnt (ent- 
5 sprechend: 10 mM-Ldsung). 

Paraformaldehyd-Ldsung 

Eine l%ige Paraformaldehydldsung in PBS-Ghi-Ld- 
10 sung wird durch Erwarmen bei max. 60° C hergestellt 
Diese Ldsung wird portionsweise bei -20°C eingefro- 
ren. Fur den Test wird die Ldsung aufgetaut und 1 : 5 
mit PBS-Glu- Ldsung verdunnt (entsprechend 0^%ige 
Ldsung). 
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VerdUnnte Antikdrper- Ldsung 



Je Einzelmessung werden \fl ui Antikdrper-Ldsung 
bendtigt Diese Ldsung wird mit 98£ ul NaN3-Ldsung 
20 (0,0005%) zu 100 ui verdunnt Die so hergestellte ver- 
dunnte Antikdrper-Ldsung wird vor dem Test frisch 
hergestellt 



NaNrLdsung 

Eine 0,01%ige NaN 3 -Ldsung wird durch Aufldsen in 
PBS-Glu hergestellt Diese Ldsung wird 1 : 20 mit PBS- 
Glu-Ldsung verdunnt (entsprechend 0,0005%). 

Lyse- Ldsung fur Granulozyten und Monozyten 

500 ui Triton X-100 und 500 ui Tween 20 werden in 
100 ml bidest Wasser geldst und anschlieBend sterilfil- 
triert (Filter: Ot^uxn). Diese Ldsung wird im Kflhl- 
schrank aufbewahrt 

Ethidium-homodimer- 1 Ldsung 

Eine Stammldsung in PBS-Glu-Ldsung wird portions- 
weise eingefroren. Hiervon wird bei Gebrauch eine 
2 \ibA Ldsung in PBS-Glu-Ldsung hergestellt 

Testablauf fur eine Zeitkinetik 

Beispiel: Je drei Proben werden fur folgenden Testan- 
satz verwendet: 

— Null Minuten 

— 5 Minuten 
— 10 Minuten 

— 20 Minuten 

— 40 Minuten 



Es werden also insgesamt 15 Proben bendtigt 
55 Die entsprechende Anzahl von Eppendorf-Reagenz- 
gefaBen wird folgendermaBen vorbereitet: 

Die GefaBe werden auf Eis fur mind. 10 min gekOhlt, 
und in jedes ReaktionsgefaB gibt man 300 ui eiskalte 
RPMI-1640 Ldsung. In die Proben fur Null Minuten 
60 werden zus§tzlich 600 ui eiskalte NEM-Ldsung gege- 
bea 

In jedes der Reaktionsgef&Be gibt man 150 ui Suspen- 
sion, bestehend aus Granulozyten/Monzyten-Hefen- 
Gemisch, im Verhaltnis 1 : 1. Fur 15 Proben wird insge- 
65 samt 2£5 ml Suspension bendtigt Die Suspension wird 
unter EiskQhlung im Porypropylenrdhrchen vorbereitet: 
dazu werden 2,1 ml ZRP mit 0,21 ml der eingestellten 
Candida-Suspension mittels des Vortex-Gerates gut 
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^^ermischt 

Die Proben fOr Null Minuten werden (Vortex-Genie) 
durchgemischt und bleiben unter Eiskilhiung. Die restli- 
chen Proben werden — nach VerschlieBen der Reak- 
tionsgefaBe — sofort bei 37° C und 1100 U/min in den 
Thermomixer gesteUt 

Nach den jeweiligen Zeiten (5, 10, 20 und 40 Minuten) 
werden die Proben sofort auf Eis gestellt und mit je 
600 ui eiskalter NEM-L6sung gemischt (Vortex-Ger&t). 
Die Proben bleiben unter Eiskilhiung. 

Zur Bestimnuing von Phagozyten, Burst und Killing 
werden die Proben anschlieSend geteilt 

Dazu werden 15 vorgekuhlte Eppendorf- Reaktions- 
geflBe bereitgehaiten. Zur Detektion des Killing pipet- 
tiert man je Probe 700 ul des Reaktionsgemisches in die 
Eppendorf -Gef&Be. Die verbliebenen 350 ui Suspension 
werden zur Bestimmung von Phagozytose und Burst 
bendtigt 

Phagozytose und Burst 



Die Eppendorf-ReaktionsgefaBe (mit 350 ul Suspen- 
sion) werden bei 200 bis 600xg, 4°C und 2 bis 16 min 25 
zentrifugiert Der Oberstand wird vorsichtig — unter 
Eiskilhiung der Proben — entfernt, und der ROckstand 
wird rait je 100 ui verdOnnter Antikdrper-Ldsung ge- 
mischt (Vortex-Gerfit). Die so behandelten Proben ver- 
bleiben fur 1 Stunde unter EiskQhlung — oder 30 Minu- 30 
ten bei Zimmertemperatur. AnschlieSend werden die 
Proben mit 200 ui PBS-Ghi-Ldsung gemischt und bei 
4°C 200 bis 600 x g, fur 2 bis 15 Minuten zentrifugiert 
Der Oberstand wird vorsichtig entfernt und der Ruck- 
stand in je 400 ui Paraformaldehydldsung (0,2%) aufge- 35 
nommen. 

AnschlieSend erfolgt die Messung im DurchfluBzyto- 
meter. 



und Monozyten auf der Y-Achse. Die ungefiirbten Zel- 
len durfen keine Fluoreszenz- Intensitlt aufweisen. 

Fur die Darstellung der Zellgranularitat wird log-SSC 
gewahlt und fOr die ZellgrdBe lin-FSC 

Bei dem Counter-Profile Q mit Power Pack hat skh 
folgende Einstellung bew&hrt: 

-log-Fll :PMT= 1060 

— log-F12 : PMT = 1170 

— log-SSC : PMT - 355 

— lin-FSC : Versttrkung = 5 

— Schwellwert (Threshold) : FSC = 55 

— Kompensation: 
1F11 - 10% 1F12 
1F12-37%1F11 
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Killing 
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in die Eppendorf-GefaBe mit 700 ui Suspension gibt 
man 150 ui Lyse-Ldsung (fdr alle humanen Zellen), ver- 
mischt gut (Vortex-Genie) und stellt die Proben bei 
37°C und 1 100 U/min far 2 bis 15 Minuten in den Ther- 
momixer. AnschlieSend werden die Proben sofort auf 
Eis gestellt und fOr 2 bis 15 Minuten bei 2 bis 10°C und 
500 bis 1500 x g zentrifugiert 

Der Oberstand wird unter Eiskuhlung vorsichtig ent- 
fernt, und der ROckstand wird in 100 ui Ethidium-homo- 50 
dimer-l-L6sung aufgenommen (Vortex-Genie). Die 
Proben werden fOr 5 bis 20 Minuten bei Zimmertempe- 
ratur stehen gelassen. AnschlieSend wird mit 300 ui 
PBS-Glu-Ldsung gut vermischt, und die Proben verblei- 
ben bis zur Messung im DurchfluBzytometer auf Eis. 



Messung der Proben im DurchfluBzytometer 

Phagozytose 

Die Einstellung des Gerates erfolgt mit den Proben 
bei Null Minuten, da hier noch keine Reaktion stattge- 
funden hat. Es wird eine Histogramm- Darstellung mit 
zwei Parametern gewahlt: X-Achse log FI1 und Y-Ach- 
se log F12. Die PMT-Spannungen der Fluoreszenzen 
und die Kompensation der beiden Fluoreszenzen wird 
so eingestellt, daB die grfin gefarbten Candida auf der 
X-Achse liegen und die orange gefarbten Granulozyten 



FOr die anschlieBende Messung wird ein Testpro- 
gramm eingestellt, das folgende Histogramm e enth&lt 
(Fig- 2): 

1. Histogramm: Y-Achse: log-F12, X-Achse: log- 
SSC 

2. Histogramm: Y-Achse: Anzahl der Ereignisse, 
X-Achse: log-Fll 

3. Histogramm: Y-Achse: log-Fll, X-Achse log- 
SSC 

4. Histogramm: Y-Achse: Anzahl der Ereignisse, 
X-Achse: log-F12 

Im Histogramm 1 wird ein sog. Bitmap urn die F12 
gefarbten Granulozyten und Monozyten gesetzt Die in 
diesem Gate eingegrenzten Zellen werden im Histo- 
gramm 2 detektiert 

Im Histogramm 3 wird ein Bitmap gesetzt, das sSmtli- 
che Ereignisse der X-Achse (log-SSC) erfaBt, aber auf 
der Y-Achse erst ab der Fll -gefarbten Candida beginnt 
Die in diesem Gate eingegrenzten Zellen werden im 
Histogramm 4 detektiert 

Die Messung der Proben endet, wenn 2500 Zellen im 
Bitmap 1 erreicht sind. Dies entspricht einer Messung 
der Gesamtzellzahl von ca. 10 000. (Das Stopkriterium 
wurde auf die Zahl der Granulozyten/Monozyten be- 
grenzt, da allein die Zahl der Granulozyten/Monozyten 
in den Proben konstant bleibt) 

Folgende Parameter kdnnen detektiert werden: 

— Die Zahl der an der Phagozytose beteiligten 
Granulozyten und Monozyten: gemessen durch 
den Anteil an Granulozyten/Monozyten, die eine 
Fluoreszenz- 1 -Farbung aufweisen (Histogramm 1). 

— Die Zahl der Candida, die phagozytiert wurden: 
gemessen durch den Fluoreszenz-2- Anteil im Hi- 
stogramm 4. 

Variante 

Anhand der unterschiedlichen Granularitat kdnnen 
Granulozyten und Monozyten differenziert werden. 
Durch Bngrenzen von nur Granulozyten oder Monozy- 
ten im Bitmap kann die Phagozytosefahigkeit beider 
Zelltypen unterschieden werden. 

Burst 



65 Granulozyten und Monozyten, die eine Burst-Aktivi- 
tat aufweisen, sind — durch Oxidation von Dihydroethi- 
din — rotfluoreszierend. Die Fluoreszenz Mt sich in 
Fluoreszenz 2 und Fluoreszenz 3 detektieren. Da die 
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Gjanulozyten und Monozyten durch den Phycoerythrin 
gekoppelten Antikdrper bereits in Fluoreszenz 2 ge- 
farbt voriiegen, ist die Steigerung der Intensitat in Fluo- 
reszenz 2 zwar gut zu beobachten, lafit sich aber nur 
unzureichend quantitativ als Burst-Aktivitat bestimmen. 
Deshalb erfolgt die Auswertung in Fluoreszenz 3, wo 
Phycoerythrin nicht erscheint 

Zusatziich zu den Parametern des Phagozytosetests 
wird log-Fluoreszenz 3 in den Test aufgenommen. Der 
FCS wird als sog. non-gating Parameter gesetzt und 
log-F13 wird — wie log-SSC, log-F12 und log-Fll — sog. 
gating Parameter. Die PMT-Spannung fur log-F13 wird 
so gewahlt, dafi bei den Proben fur Null-Minuten (keine 
Reaktiqn) keine Zellen in Fluoreszenz 3 erscheinen. 

Folgende Einstellung hat sich im Profil II mit Power 
Packbewahrt: 

— log-Fll : PMT =» 1060 

— log-F12 : PMT «= 1170 

— log-F13 : PMT = 1090 

— log-SSC : PMT « 355 

— lin-FSC : Verstarkung = 5 

— Schwellwert (Threshold) - 55 

— {Compensation: 
1F11 - 10% 1F12 
1F12-35%1F11 

Fur die anschlieBende Messung wird ein Testpro- 
gramm eingestellt das folgende Parameter enthalt 
(Fig. 3): 

1. Histogramm: Y-Achse: log-FI2, X-Achse: log- 
SSC 

Z Histogramm; Y-Achse: Anzahl der Ereignisse, 
X-Achse:log-F13 

3. Histogramm: Y-Achse: log-Fll, X-Achse: log- 
SSC 

4. Histogramm: Y-Achse: Anzahl der Ereignisse, 
X-Achse: log-F13 

Im Histogramm 1 wird ein sog. Bitmap urn die F12 
gefarbten Granulozyten und Monozyten gesetzt Die in 
diesem Gate eingegrenzten Zellen werden im Histo- 
gramm 2 detektiert 

Im Histogramm 3 wird ein Bitmap gesetzt, das samtli- 
che Ereignisse der X-Achse (log-SSC) erfafit aber auf 
der Y-Achse erst ab der Fll-gefarbten Candida beginnt 
Die in diesem Gate eingegrenzten Zellen werden im 
Histogramm 4 detektiert 

Die Messung der Proben endet, wenn 2500 Zellen im 
Bitmap 1 erreicht sind. Dies entspricht einer Messung 
der Gesamtzellzahl von ca. 10.000. 

Folgende Parameter k5nnen detektiert werden: 



— Gesamtzahl der Granulozyten/Monozyten, die 55 
eine Burst-Aktivitat aufweisen; meSbar im Histo- 
gramm 2. (Durch ein Bitmap nur urn die Granulozy- 
ten oder Monozyten kann deren Burst-Aktivitat 
selektiv detektiert werden.) 

— Anzahl der Granulozyten und Monozyten, die 60 
an der Phagozytose beteiligt sind und zudem eine 
Burst-Aktivitat aufweisen. Dieser Parameter wird 
im Histogramm 4 detektiert 

Zu einem gleichen Ergebnis wie in Histogramm 4 65 
gelangt man mit folgenden Histogrammen — dies dient 
gleichzeitig als Oberprufung der Methode: 



1. Histogramm: Y-Achse: log-F12, X-Achse: log- 
SSC 

Z Histogramm: Y-Achse: Anzahl der Ereignisse, 
X-Achse: log-Fll 
5 3. Histogramm: Y-Achse: Anzahl der Ereignisse, 
X-Achse: log- F13 

Im Histogramm 1 wird ein Bitmap um die Granulozy- 
ten- Monozyten gesetzt, und im Histogramm 2 werden 

10 die Ereignisse in diesem Bitmap detektiert Wie im Pha- 
gozytosetest werden hier nur die Granulozyten/Mono- 
zyten erfafit die an der Phagozytose beteiligt sind. Im 
Histogramm 2 wird dann ein Bitmap um die phagozytie- 
renden Zellen gesetzt und dieses Bitmap wird im Histo- 

15 gramm 3 erfafit Damn erscheinen im Histogramm 3 nur 
Granulozyten/Monozyten, die eine Burst-Aktivitat auf- 
weisen. 
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Killing 

Gemessen wird der Anteil an Candida alb., die am 
Absterben sind bzw. bereits abgetotet sind. Die Einstel- 
lung der Parameter im Zytometer erfolgt so, dafi tote 
Candida — mit Ethidium-homodimer-1 angefarbt eine 
deutliche Fluoreszenz-3-Intensitat aufweisen. Lebende 
Zellen — mit Calcein-AM markiert — so lien keine Fluo- 
reszenz-3-Intensitat aufweisen. 

Folgende Einstellung hat sich im Profile II mit Power 
Pack bewahrt: 

— log-Fll : PMT = 1060 

— log-F13 : PMT = 780 
« log-SSC : PMT - 355 

— lin-FSC : Verstarkung « 5 

— Schwellwert (Threshold) * 40 

Fur die Messung der Killing-Aktivitat wird ein Test- 
programm eingestellt das folgende Histogramme ent- 
halt (Fig. 4): 

1. Histogramm: Y-Achse: log-F13, X-Achse: 
log-Fl-1 

2. Histogramm: Y-Achse: Zahl der Ereignisse, 
X-Achse: log-F13 

Im Histogramm 1 werden durch ein Fadenkreuz vier 
Quadranten eingestellt die ausgewertet werden kdn- 
nen. Im Histogramm 2 werden alle Zellen mit einer 
Fluoreszenz-3- In tensitlt gemessen. Durch einen zuvor 
definierten Schwellwert — tote Zellen werden mit Ethi- 
dium-homodimer-1 angefarbt — werden alle toten und 
absterbenden Zellen definiert 

Folgende Parameter kdnnen bestimmt werden: 

— Gesamtzahl der abgetSteten, absterbenden und 
lebenden Candida alb. Zellen. 

Im Histogramm 1 enthalt Quadrant 1 die toten Zellen 
(F13), Quadrant 2 erfafit die absterbenden Zellen (F13 
und F11X Quadrant 3 enthalt alle ungefarbten Zellen, 
und im Quadrant 4 (Fll) liegen die lebenden Zellen. 

Im Histogramm 2 werden sowohl die toten als auch 
die absterbenden Zellen erfafit 

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt so, dafi der 
Prozentanteil an Fluoreszenz-3 bei Null Minuten von 
alien nachfolgenden Ergebnissen abgezogen wird. Der 
Anteil an Fluoreszenz-3-gefarbten Zellen ist bei Null 
Minuten nicht Null, da Hefen durch die Behandlung im 
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^•Zytometer (Laserlicht, Ansaugen der Zellen) geringfa- 
gig geschldigt werden. AuBerdem werden durch die 
Lyse-L6sung geringe Anteile an Granulozyten-Bruch- 
teilen in Fluoreszenz-3 miterfaBt, und ein kJeiner Anteil 
an Hefenzeilen wird durch die Lyse-Methode gescha- 5 
digt 

Im vorliegenden Beispiel wird die Lyse-Aktivit&t im 
ZRP — mit den loslichen und festen Faktoren — erfaBt 
Grundsatzlich kann auch nur die Lyse-Aktivitat der zel- 
lulSren Faktoren erfaBt werden. Dazu ist es erforderlich, 10 
daB Parallelproben gemessen werden, die aus einem 
zellfreien Plasma (ZFP) — gewonnen durch Abzentrifu- 
gieren des ZRP — mit Candida alb. bestehen. Die Diffe- 
renz der Ergebnisse aus ZRP — ZFP ergibt die Killing- 

Aktivitat des zeiluftren Anteils. 15 

Da aufgrund von mehr als 50 verschiedenen Testrei- 
hen der Killingteil im ZFP als vernachlissigbar einge- 
stuft werden konnte, ist in Vergleichsmessungen der 
ZFP-Anteil zu vernachlassigen. 

20 

Varianten des Testansatzes 

Bestimmung von Phagozytose, Burst und Killing im 

Vollblut 

25 

Besondere Materialien: 

— Lyse- Losung fur Erythrozyten: 

- N^Q (Sigma, BestNr. A-4514) 8£7 g 

- KHCO3 (Sigma, BestNr. P-6164) 1,00 g 30 

- Na4EDTA (Sigma, BestNr. ED4S) 0,04 g 

Die Substanzen werden in einem Liter bidest Wasser 
gelost und anschlieBend sterilfiltriert Diese Losung 
wird gut verschlossen im fCuhlschrank aufbewahrt 35 

Vorgehen bei Vollblut: 
Anstelle von ZRP wird Vollblut verwendet (Das Ober- 
schichten des Blutes uber Histopaque entfallt) 

Killingtest: 

Keine Anderung gegenuber Methode mit ZRP. 40 

Phagozytose- und Bursttest: 
Nach Anfarben der Granulozyten fOr 1 Stunde auf Eis 
gibt man zu den Proben — mit je 100 ul verdunnter 
An tikdrper- Losung — 1ml Lyse-L6sung und laBt sie fur 
15 Minuten bei Zimmertemp eratur stehen. Anschlie- 45 
Bend wird zentrifugiert: 4°Q 5 min und 250 x g. Die Zel- 
len werden einmal mit PBS-Glu-Ldsung gewaschen, und 
der RQckstand wird in 400 pJ 0,2%iger Paraformaldeh- 
yd- Losung aufgenommen. 

50 

Quenchen der noch nicht phagozytierten Candida alb. 
Quench-Losung fur den Phagozytosetest: 

— Azur A (Sigma, BestNr. A-6270) : 300 mg in 55 
100 ml PBS-Ldsung (sterilfiltriert: 0,2 um) 

Vorgehen bei Quenchen: 
Nach dem Teilen der Proben fur den getrennten Testan- 
satz fur Killing und Phagozytose/Burst wird die Phago- 60 
zytose/Burst-Probe nochmals geteilt: von den insge- 
samt 350 ul werden 175 uJ fttr den Bursttest wie be- 
schrieben verwendet 

FOr das Quenchen im Phagozytosetest wird folgen- 
dermaBen vorgegangen: 65 

— 175 ul der Suspension werden bei 4°C, 250 xg 
fur 5 Minuten zentrifugiert Der Oberstand wird 
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vorsichtig entfernt und der Rucks tand wird in 
150 ul Azur- A- Losung aufgenommen und bei 37° C, 
1 100 U/min fur 10 Minuten im Thermomixer inku- 
biert Die Proben werden mind, dreimal mit PBS- 
Ldsung gewaschen (blaue Faroe muB entfernt sein) 
Der RQckstand wird anschlieBend mit 100 ul ver- 
dunnter An tikSrper- Losung versetzt und fOr 1 
Stunde auf Eis belassen. Weitere Behandlung der 
Proben wie beschrieben. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung der Phagozytose- 
und/oder Killingfahigkeit von phagozytierenden 
Zellsystemen wie Granulozyten, Monozyten oder 
Makrophagen (Phagozyten) mit folgenden Verfah- 
rensschritten: 

a) daB man Phagozyten mit einer definierten 
Menge von mit Fluoreszenz-Farbstoff mar- 
kierten Mikroorganismen versetzt (Probe), 

b) daB die so hergestellte Probe zu einem eine 
definierte Menge Glucose enthaltenden gepuf- 
ferten Nahrmedium gegeben wird, 

c) daB anschlieBend in an und fur sich bekann- 
ter Weise inkubiert wird, 

d) daB die Phagozytose und das Killing durch 
Kuhlung und/oder eine Stopldsung gestoppt 
wird, 

e) daB anschlieBend die Phagozytosefahigkeit 
bestimmt wird, indem zur Markierung der 
Phagozyten die Probe mit einer definierten 
Menge eines fluoreszierenden Antikdrpers 
versetzt wird, und daB dann die Bestimmung 
der Phagozytose mittels eines Fluoreszenz- 
Zytometers erfoigt, und/oder 

f) daB anschlieBend an Verfahrensschritt d) die 
Killingfahigkeit bestimmt wird, indem aile hu- 
man en Zellen lysiert werden und eine Markie- 
rung der abgetoteten Mikroorganismen mit- 
tels eines fur die lebenden Zellen zellimperme- 
abien fluoreszierenden Farbstoffes durchge- 
fuhrt wird, und daB anschlieBend die Killingfl- 
higkeit mittels eines Fluoreszenz-Zytometers 
bestimmt wird, 

wobei die Emissionsmaxima der eingesetzten Farb- 
stoffe verschieden sind. 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Phagozyten vor dem Versetzen 
mit den markierten Mikroorganismen (Verfahrens- 
schritt a) zu einem Glucose enthaltenden gepuffer- 
ten Nahrmedium zugef ugt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB vor dem Versetzen der Phagozy- 
ten mit den markierten Mikroorganismen (Verfah- 
rensschritt a) die Phagozytenkonzentration be- 
stimmt wird. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikroor- 
ganismen lebende Hefen, Pilzzellen oder gramposi- 
tive oder gramnegative Bakterien als Zellen sind. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Hefe Can- 
dida albicans ist 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikroor- 
ganismen vor dem Versetzen mit den Phagozyten 
(Verfahrensschritt a) mit einer Waschldsung behan- 
delt werden. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 
^ 1 bis 6, dadurcfa gekennzeichnet daB der Farbstoff 

zum Anfarben der Mikroorganismen aus Fluores- 
cein, Rhodamin oder Sulforhodamin bzw. deren 
Derivate ausgewahlt ist 5 

8. Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikroor- 
ganismen vor dem Versetzen mit den Phagozyten 
(Verfahrensschritt a) mit einem Glucose enthalten- 
den gepufferten Nahrmedium versetzt werden. io 

9. Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 
1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB vor dem Ver- 
setzen der Phagozyten mit den gefarbten Mikroor- 
ganismen die Mikroorganismen-Konzentration be- 
stimmt wird i 5 

10. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB flber eine 
Zeitspanne von 0 bis 120 min bei 30 bis 40° Q be- 
vorzugt bei 35 bis 38° C, inkubiert wird. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 20 
che 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Pha- 
gozytose durch EiskQhlung und eine Stopldsung, 
bevorzugt N-Ethylmaleimid (NEM), gestoppt wird. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB der fluo- 25 
reszierende Antikdrper zur Markierung im Verfah- 
rensschritt e) ein CD 13, CD 14 oder CD 15 direkt- 
markierter Antikdrper mit einem fluoreszierenden 
Farbstoff wie R-Phycoerythrin ist 

13. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 30 
che 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB beim 
Verfahrensschritt f) nach der Lysierung eine Zen- 
trifugation erfolgt 

14. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der zelli- 35 
mpermeable Farbstoff Ethidium-homodimer-1, be- 
vorzugt Ethidium-diazid, oder eine Oxazolium- 
oder Thiazolium- Verbindung ist 

15. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB das ge- 40 
pufferte Nahrmedium bei 35 bis 39° C — bevorzugt 
bei 37°C - im pH-Bereich von 7,2 bis 7,6 - bevor- 
zugt zwischen 7,2 und 7,4 — liegt und einen Gluco- 
seanteil aufweist, der zwischen 0,4 und max. 20% 
liegt 45 

16. Verfahren zur Bestimmung der Phagozytose- 
und/oder Killing und/oder Burstfahigkeit von Pha- 
gozyten, dadurch gekennzeichnet, daB ein Verfah- 
ren nach mindestens einem der Ansprflche 1 bis 15 
durchgefflhrt wird mit der MaBgabe, daB beim Ver- 50 
fahrensschritt a) oder b) oder c) die Phagozyten mit 
einer membrangingigen Substanz, die durch nach- 
folgende Oxidation zu einem fluoreszierenden 
Farbstoff umgewandelt wird, behandelt wird, und 
daB nach der Bestimmung der Phagozytose die 55 
Burstbestimmung mittels eines Fluoreszenz-Zyto- 
meters vorgenommen wind, wobei die Emissions- 
maxima von drei der eingesetzten Farbstoffe ver- 
schieden sind 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- go 
zeichnet, daB die membrangangige Substanz Dihy- 
droethidium oder Dihydrorhodamin 1, 2, 3 oder 5(6) 
Carboxy-2',7'dichlorhydrofluoresceindiacetat- 
bis(acetoxymethyl)ester ist 

18. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 65 
che 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB das Ver- 
fahren mit Voliblut oder mit aus Vollblut oder Ge- 
webe isotierten phagozytierenden Zellsystemen 
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durchgefflhrt wird 

19. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB beim 
Verfahrensschritt a) eine Quenchung der Mikroor- 
ganismen durchgefflhrt wird. 

20. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB vor dem 
Versetzen der Mikroorganismen mit den Phagozy- 
ten eine Opsonierung der Mikroorganismen in an 
und fflr sich bekannter Weise durchgefflhrt wird 

21. Verfahren nach mindestens einem der Ansprfl- 
che 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet daB beim 
Verfahrensschritt e) der zur Markierung vorgese- 
hene Antikdrper mit einer NaN3-L5sung behandelt 
wird 

22. Reagentienkit zur Bestimmung der Phagozyto- 
se, dadurch gekennzeichnet daB es 

a) lyophilisierte Mikroorganismen, 

b) einen Farbstoff zur Markierung der Mikro- 
organismen, 

c) eine Puffersubstanz, 

d) einen direkt fluoreszenzmarkierten Anti- 
kdrper zur Markierung der Phagozyten 

getrennt voneinander enthalt 

23. Reagentienkit zur Bestimmung des Killings, da- 
durch gekennzeichnet daB es 

a) lyophilisierte Mikroorganismen, 

b) eine Puffersubstanz, 

c) eine Losung zur Lyse aller humanen Zellen, 

d) einen zellimpermeablen Fluoreszenz-Farb- 
stoff 

getrennt voneinander enthalt 

24. Reagentienkit zur Bestimmung des Burst da- 
durch gekennzeichnet daB es 

a) lyophilisierte Mikroorganismen, 

b) einen Farbstoff zur Markierung der Mikro- 
organismen, 

c) eine Puffersubstanz, 

d) eine farblose zu einem Fluoreszenz-Farb- 
stoff oxydierbare membrangangige Substanz 
zur Behandlung der Phagozyten, 

e) einen direkt fluoreszenzmarkierten Anti- 
kdrper zur Markierung der Phagozyten 

getrennt voneinander enthalt 

25. Reagentienkit zur Bestimmung der Phagozyto- 
se und/oder Burst- und/oder Killingfahigkeit da- 
durch gekennzeichnet daB es 

a) lyophilisierte Mikroorganismen, 

b) einen Farbstoff zur Markierung der Mikro- 
organismen, 

c) eine Puffersubstanz, 

d) eine farblose zu einem Fluoreszenz- Farb- 
stoff oxydierbare membrangangige Substanz 
zur Behandlung der Phagozyten, 

e) einen direkt fluoreszenzmarkierten Anti- 
kdrper zur Markierung der Phagozyten, 

f) eine Losung zur Lyse aller humanen Zellen, 

g) einen zellimpermeablen Fluoreszenz-Farb- 
stoff zur Markierung fflr das Killing 

getrennt voneinander enthalt 

26. Reagentienkit nach Anspruch 22 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet daB die lyophilisierten Mikroorga- 
nismen Candida albicans, Staphylococcus aureus, 
Bacillus subtilis, Streptococcus A oder Streptococ- 
cus B, Escherichia coli sind 

27. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
sprflche 22 bis 26, dadurch gekennzeichnet daB der 
Farbstoff zur Anfarbung der Mikroorganismen aus 
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Fluorescein, Rhodamin oder Sulforhodamin bzw. 
deren Derivate ausgewahlt ist 

28. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
spruche 22 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Puffersubstanz RPMI-1640 mit 4,5 g/1 D-GJucose 5 
ist 

29. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
spruche 22 bis 28, dadurch gekennzeichnet daB zu- 
satzlich als Waschldsung und zur Farbstoffinkuba- 
don der Mikroorganismen getrennt von den ande- to 
ren Bestandteilen eine PBS-Glucoseldsung (mit 
0,45% Glucose) enthalten ist 

30. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
spruche 22 bis 29, dadurch gekennzeichnet daB zu- 
satzlich getrennt eine Quenchlosung, z.B Azur- 15 
A-Ldsung, enthalten ist 

31. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
sprOche 22 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB die 
farblose oxydierbare membrangangige Substanz 
zur Messung der Burst-Aktivitat Dihydroethidium 20 
oder Dihydro rhodamin 1, 2, 3 oder 5(6) Carboxy- 
2^7'dichloniihydrofluoresceindiacetatbis(acetox- 
ymethyl)ester ist 

32. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
spruche 22 bis 31, dadurch gekennzeichnet, daB der 25 
zellimpermeable Fluoreszenz-Farbstoff fur den 
Killingtest Ethidium-homodimer-1 oder bevorzugt 
Ethidium-diazid oder eine Oxazolium- oder Thia- 
zolium- Verbindung ist 

33. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 30 
spruche 22 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Antikdrper zur Markierung fQr die Phagozytose 
ein CD 13, CD 14 oder CD 15 direktmarkierter 
Antikdrper mit einem fluoreszierenden Farbstoff 
wie R-Phycoerythrin ist 35 

34. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
spruche 22 bis 33, dadurch gekennzeichnet, daB zu- 
satzlich getrennt von den anderen Bestandteilen 
ein Nahrmedium, bevorzugt Tryptic- Soy- Broth, 
enthalten ist 40 

35. Reagentienkit nach mindestens einem der An- 
sprQche 22 bis 34, dadurch gekennzeichnet daB zu- 
sStzlich eine NaN3-L5sung getrennt von den ande- 
ren Bestandteilen enthalten ist 



Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 



45 



50 



55 



60 



65 




- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SETTE 1 Nummer: DE 4334935 CI 

int CI. 8 : C12Q 1/00 

Veroffentlichungstag: 9.Marz1995 



Fi §ur A : 



TESTPRINZIP 



Granulozyten 
Monozyten 



Inkubaiion 




Eiskuhiung 



Phagozytose 



FI2-Markierung 
Gran./Mono. 



•'A 




.1 



LSS 



1888 



Lyse von 
Gran./Mono. 



•••• 



F13-Markierung 
toter Candida 



3)2 



1 




- j » : • 



» ^ ♦ » ♦ » _ * 



^1 ...... 

■1'iiuiia U— LUlliUirTr 



LrLi 



♦ 



408170/303 



ZEl CHNUN G en SE1TE 2 Nummer: OE 43 34 335 CI 

IntCI. 6 : C12Q 1/00 

a Verdffentlichungstag: 9. Ma rz 1995 



Granulozyten 
Monozyten 



PHAGOZYTQSg 



s 

CD- 



g! 1 



.i 




LSS 



irnii ii 



Candida alb. DSM 1386 

3^ 




~ I j mil rnnwf 



si i 



1 




* * Ew.> 




am I'lLllU Mkw jiw 



LSS 



I 




a 




3 

a 




3 a: 




! 





.1 



LSS 




Null Minuter 



i m« ihwi iiuu 

LFL2 



LFL1 



LSS 




LFL2 



1888 



JL 



:r* . St--. 



.1 



LSS 







• 




! 




* 














i 4 







.1 



LSS 



teee .i 



' mill i iila hu/iiiui "31 i juu rasri^&^rTt 



LFU 



ieee .1 








I 














* ■* - 


! J 

1 





,1 



LSS 



1068 




1888 .1 



LR_2 




LFU 1 

C- phagazytierende 
GranuL/Manaz. 



-j. - a -►r 
• I 1 aiu 1 f Iujij 1 Uiiil nun 



4-JL 



LSS 



1688 .1 



■? 1 1 1JJU H JliUJ 'lUatTTfl 



2 Minuter 



4 Minuter 



6 Minuter 



8 Minuter 



10 Minute; 



LFL3 | 

D: Candida, die 

phagazytiert wurden 



408170/303 



ZEJCHNUNGEN SETTE 3 



Nummer: DE 43 34 935 CI 

IntCI. 6 : C12Q 1/00 

■ 

Veroffentiichungstag: 9. Mdrz 1395 



Granulozyten 
Monozyten 



BURST 

phagozytierencje GranulVMonoz. 




Null Minuter 



Las | 

D*. BurstakHvftat samHlcher 
Qranulozvten/Monozvten 



2 Minuter 



4 Minuter 



6 Minuter 



8 Minuter 



10 Minute 



LFL3 | 

E: BurstakHvftat der Granuloryt^n 
Monozvten. die Dhaaozvtiert haben 



408170/303 



7E1CHNUNGEN SETTE 4 N urn men DE 43 34 935 CI 

IntCI. 6 : C12Q 1/00 

\4 Veroffentiichungstag: 9. Marz1995 



R 



5uv 



KILLIif ft 



p; % - Antefl an aixjetoteten 
Candida alh. 




LFU 



i i 

* 

{ 

• * .* 

- : 

: • V 


. 2 

*: 

V 

» ■ 4 
* 

* •* * *; 


: 5 
' ; - 


ft' 4 



LFL1 



LFU 





2 

• 

• 

* — 

* I* * 


■ 


V ■ r ■* 



LFU 




LFU 



leee 




LFU 



teea 



LFU 




Null Mlnuten 



1 0 Mlnuten 



20 Mlnuten 



40 Mlnuten 



LFU 




60 Mlnuten 



LFUj 

i tote Candida alb. 



LFU 

*t: lebende Candida alb. 



2: absterbende Candida alb. 



408 170/303 



